1975 ВЕСТНИК ЗООЛОГИИ № 3 


УДК 595.132: 632.21 


К ИЗУЧЕНИЮ СТИМУЛОВ ГАЛЛООБРАЗОВАНИЯ У РАСТЕНИЙ 
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ НЕМАТОД 


В. Г. Зиновьев 


(Научно-исследовательский институт биологии Харьковского университета) 


При изучении причин галлообразований у растений при нематодозах 
много внимания уделялось исследованию состава веществ, выделяемых 
нематодами в растительные ткани, и биохимических изменений, которые 
возникают в растениях в ответ на заражение гельминтами. Однако пу- 
сковые механизмы аномального роста при фитогельминтозах до сих 
пор не, установлены, а имеющиеся гипотезы экспериментально не 
обоснованы. 

Маунтейн (Моипіаїп, 1960) предполагает, что галлообразование при 
мелойдогинозе растений стимулируется веществами типа индолил-уксус- 
ной кислоты (ИУК), освобождающимися в инвазированных гельминта- 
ми растительных тканях в результате гидролиза этой кислотой протеи- 
новых комплексов под влиянием протеолитических ферментов нематод. 
По его мнению, стимуляторы роста могут также синтезироваться из 
триптофана, образующегося в опухолевых тканях в процессе гидролиза 
белков секретами гельминтов. Овенс и Спект (Омепѕ, Ѕресһії, 1964) счи- 
тают, что целлюлаза, выделяемая нематодами, растворяет клеточные 
оболочки и способствует образованию синицитиальных гигантских кле- 
ток. Опубликованы данные и других авторов о ферментативной актив- 
ностн нематод, однако для выяснения значения экзоферментов гельмин- 
тов в процессах роста опухолей у растений при нематодозах необходимы 
дальнейшие исследования, поскольку литературные сведения о наличии 
тех или иных энзимов в секретах нематод противоречивы. Вопрос о том, 
какие ферменты выделяются в растительные ткани фитогельминтами 
разных видов, имеет первостепенное значение, т. к. только конкретные 
данные о химических средствах воздействия нематод на растения помо- 
гут разобраться во взаимоотношениях в системе паразит — хозяин при 
фитогельминтозах и установить факторы, индуцирующие рост опухолей 
у инвазируемых гельминтами растений. На основании изучения экскре- 
торной активности фитогельминтов И. В. Бумбу (1968) полагает, что 
аммиак, аминокислоты и другие конечные продукты азотистого обмена, 
выделяемые гельминтами в живые растительные ткани, могут быть 
причиной образования галлов. Однако известно, что гигантские клетки 
образуются у переднего конца половозрелых самок галловых нематод, 
а рост опухолей стимулируется также и в тех случаях, когда анально- 
вульварная часть нематод находится вне тканей растений и их экскреты 
не попадают в ткани. Поэтому для выяснения роли экскретов нематод 
в опухолеобразовании у растений необходимы также дальнейшие ис- 
следования. 

По данным С. Г. Мюге (1956), спиртовые вытяжки из галлов при 
мелойдогинозе растений стимулировали образование опухолей на ко- 
решках проростков азиатской фасоли. На основании этого автор считает, 
что аномальный рост тканей при фитогельминтозах индуцируют токси- 
ны, образующиеся в растительных тканях в результате воздействия на 
них гельминтов. Однако С. Г. Мюге не выяснил, образуются ли активи- 
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рующие рост вещества в растениях в результате механического воздей- 
ствия на них гельминтов или иным путем. Известно, что спиртом извле- 
каются из растительных тканей ростовые вещества типа биоса (биотин 
и др.). Поэтому можно предположить, что эти стимуляторы роста содер- 
жались в вытяжках, которыми С. Г. Мюге вызывал образование опухо- 
лей. Нами обнаружен биотин как в тканях галлов, так и в экссудатах 
половозрелых самок галловой нематоды (Зиновьев, 1972). Возможно, 
что это вещество является составной частью экзоферментов нематод и 
способствует делению клеток растительных тканей. При мелойдогинозе 
растений в тканях галлов резко активизируются дыхательные ферменты 
(Мюге, 1956, Омепѕ, Виђіпѕќеіп, 1966, Епдо, Уеесћһ, 1969) и значительно 
возргстает количество индольных соединений (Уи, Місіїегспіо, 1964), 
свобсдных аминокислот, нуклеотидов, ДНК, РНК, липидов, протеинов 
и других веществ (О\епз, Зреспі, 1966) что свидетельствует, по-видимо- 
му, об интенсификации метаболизма в инвазированных гельминтами 
растительных тканях. Но имеющиеся в настоящее время эксперимен- 
тальные данные еще не достаточны для объяснения этих биохимических 
изменений и цитогенетических механизмов превращения нормальных 
клеток в опухолевые под воздействием нематод. Решение этой проблемы 
осложняется прежде всего теми трудностями, с которыми сталкиваются 
экспериментаторы при изучении трофики фитогельминтов и их взаимо- 
отнсшений с растениями-хозяевами, а также слабой изученностью сти- 
мулов роста и регуляторных механизмов (на молекулярном уровне) 
клеток незараженных растений. 

Для изучения химического воздействия нематод на ростовые про- 
цессы у растений мы использовали культуру изолированных клеток, 
тканей и корней, чтобы иметь возможность изучить непосредственное 
воздействие на них нематод и их секретов вне связи с реакциями ин- 
тактных растений на заражение гельминтами. Изучали воздействие 
секретов (зкссудатов) половозрелых самок галловой нематоды Меїоійо- 
вупе іпсорпйа (Коїоіа еі МНіїе, 1919) СНіімоо 4, 1949 на рост 
изолированных каллюсных тканей й клеток восприимчивых (морковь, 
томаты) и устойчивых (хлопчатник) к мелойдогинозу растений, а также 
воздействие секретов половозрелых особей стеблевой нематотпы карто- 
феля Ріѓуіепсћиѕ Фезігисіог Тһогпе, 1945 на рост изолированных кле- 
ток и тканей картофеля. Каллюсь моркови, томатов и картофеля полу- 
чали путем выращивания кусочков (из корнеплодов моркови, стеблей 
томатов и ростков картофеля) этих растений на агаризованной пита- 
тельной среде Мурасиге и Скуга (Бутенко, 1968), а каллюсы хлопчат- 
ника — из эпикотелей егр проростков при воздействии на них пастой с 
0,54 -ной ИУК. Суспензию клеток из ткани каллюсов получали в про- 
бирках, вращающихся со скоростью 10—12 об/час. Изолированные кал- 
люсные ткани и клетки выращивали затем во вращающихся пробирках 
при температуре 26°С в жидких питательных средах, содержащих 
макро- и микроэлементы по Мурасиге и Скуга: тиамин — 0,4 мг/л, пири- 
доксин — 0,2 мг/л, инозит — 20 мг/л, гидролизат казеина — 500 мг/л и 
кинетин — 0,5 мг/л, а вместо активаторов роста АНУ, ИУК и 24--Д 
использовали чистые и в сочетании с растительными вытяжками секре- 
ты нематод. Для получения последних только что извлеченных из расти- 
тельных тканей гельминтов выдерживали в течение 2 часов в небольших 
количествах дистиллированной воды при комнатной температуре. Пита- 
тельные среды с секретами нематод стерилизовали в автоклаве под дав- 
лением І атм. в течение 15 минут. 

Выясняли также возможность образования галлов на изолирован- 
ных корнях растений (пшеницы, ржи, люцерны, томатов) под влиянием 
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инвазионньх личинок и секретов половозрельх самок галловой немато- 
ды. В опытах использовали корни, только что изолированные от про- 
ростков растений, а также корни люцерны и томатов, непрерывно куль- 
тивируемых с 1957 г. по 1970—1971 гг. Исследуемые корни выращивали 
на питательной среде Смирнова (Смирнов, 1970), а для стимулирования 
на них галлообразования под воздействием гельминтов и их секретов 
применяли следующие компоненты: вытяжки из листьев проростков 
растений, АНУ, ИУК, 2,4--Д, кинетин, триптофан, биотин, инозит. Ин- 
вазионных личинок галловой нематоды перед опытами стерилизовали в 
0,2% -ном растворе сулемь в течение 2 минут. С изолированными корня- 
ми, также как и с изолированными клетками и тканями, в каждом вари- 
анте экспериментов проводилось по 10 параллельных опытов. Для выяс- 
нения факторов, индуцирующих рост опухолевых клеток и особенностей 
метаболизма у культивируемых клеток тканей и корней изучали нуклеи- 
новый обмен гистохимическим методом (Паламарчук, Веселова, 1965). 

Наблюдения показали, что секреты половозрелых самок галловой 
нематодь и половозрелых особей стеблевой нематоды картофеля также 
как и вытяжки из листьев проростков, использованных в опытах сель- 
скохозяйственных культур не стимулировали рост изолированных клеток 
и тканей исследуемых видов растений. Но при добавлении к питатель- 
ным средам секретов галловой нематоды в сочетании с водными вытяж- 
ками из здоровых тканей восприимчивых к мелойдогинозу растений 
(морковь, томаты) наблюдалось стимулирование роста их изолирован- 
ных клеток и тканей (табл. 1 и 2). В аналогичных опытах с устойчивым 
к галловой нематоде хлопчатником этого не было. Полученные данные 
позволяют полагать, что аномальный рост у восприимчивых к мелойдо- 
гинозу растений стимулируется благодаря синергическому взаимодей- 
ствию секретов галловых нематод с различными активаторами роста, 
содержащимися в растительных тканях. 

Известно, что стеблевая нематода картофеля не вызывает новооб- 
разований у растений и ее физиологические адаптации к паразитизму 
совсем иные, чем у галловых нематод. Поэтому нам кажется естествен- 


Таблица 1 


Влияние секретов (экссудатов) половозрелых самок (100 штук) 
галловой нематоды, 2,4—Д и растительных вытяжек 
на рост изолированных тканей и деление изолированных клеток томатов 


Средний прирост (10 опытов) 


Вещества, добавляемые к питательной сырого веса кусочков количества клеток 
среде каллюсов (первона- (первоначально пас- 
чальный вес 50 мг) !сировалось по 100 шт.) 
за 10 суток, мг | за 10 суток, шт. 
Контроль 0 | 0 
Секреты нематод 0 | 0 
Водные вытяжки из листьев про- 
ростков томатов 10 0 
Секреты нематод в сочетании с вы- 
тяжками из листьев проростков 
томатов 90 80 
24—Д—1 мг/л 15 10 


2,4--ДФ—1 мг/л в сочетании с вы- 
тяжками из листьев проросткоз 
томатов 120 110 
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ным, что в наших опытах секреты Ріѓуіепсћиѕ дезігисіог в сочетании с 
растительными экстрактами не оказывали стимулирующего влияния на 
рост изолированных клеток и тканей картофеля. 

Мы не изучали цитогенетических изменений в культивируемых клет- 
ках, но при проведении гистохимических реакций установили, что воз- 
действие секретов галловой нематоды в сочетании с растительными вы- 
тяжками на нуклеиновый обмен изолированных клеток томатов и мор- 
кови аналогично воздействию на него 2,4—Д и ИУК. 


Таблица 2 


Влияние секретов (экссудатов) половозрелых самок галловой нематоды, 
ИУК и растительных вытяжек на рост изолированных тканей 
и деление изолированных клеток моркови 


Средний прирост (10 опытов) 


Вещества, добавляемые к питательной сырого веса кусочков | количества клеток 
среде каллюсов (первона- (первоначально пас- 
ч альный вес 50 мг) |сировалось по 100 шт.) 

ва 10 суток, мг за 10 суток, шт. 


д— б'б''е'ГбтТт бе евВРЙНЙ!ЙР"Розм;уЦ И6Д 4 4 4 нє;  ; 


Контроль 0 0 
Секреты нематод 0 0 
Водные вытяжки из листьев мор- 

кови 20 0 
Секреты нематод в сочетании с 

вытяжками из проростков моркови 100 70 
ИУК—1 мг/л 20 20 


ИУК--І мг/л в сочетании с вытяж- 
ками из листьев проростков мор- 
кови 140 120 


Нам не удалось стимулировать галлообразования на изолированных 
корнях восприимчивых и стойких к мелойдогинозу растений путем воз- 
действия на них секретами половозрелых самок галловой нематоды. 
Инвазионные личинки этого вида гельминтов не образовывали галлов 
на корнях люцерны и томатов, длительное время лишенных надземных 
органов (непрерывная культура с 1957 г. по 1971 г.). Опухоли на этих 
корнях образовывались (под воздействием личинок) лишь при дополни- 
тельном их питании либо вытяжками из листьев проростков тех же 
растений, либо комплексом ростовых веществ: ИУК — 0,1, АНУ — 0,1, 
2,4—Д — 0,5, триптофан — 0,5, биотин — 0,5, инозит — 0,2 мг/л. В по- 
следних двух вариантах опытов выращивали по 15 корней исследуемых 
видов растений, причем при питании их растительными вытяжками гал- 
лы образовывались на 10 корнях люцерны (рисунок) и 8 корнях тома- 
тов, а при применении ростовых веществ удалось стимулировать образо- 
вание опухолей только на 7 корнях каждой культуры. При дополнитель- 
ном питании исследуемых корней каждым из ростовых веществ в отдель- 
ности галлообразования не наблюдалось. Результаты этих опытов 
свидетельствуют о том, что галлообразование на корнях растений при 
мелойдогинозе зависит от притока к местам локализации гельминтов 
пластических веществ, главным образом стимуляторов роста, из надзем- 
ных органов. Следует отметить, что галлы на изолированных корнях 
образовывались за счет утолщения центрального цилиндра и гипертро- 
фии клеток коры, как это типично для первых этапов образования опу- 
холей у растений при мелойдогинозе. В тканях наиболее интенсивно ра- 
стущих опухолей количество нуклеиновых кислот заметно возрастало, по 
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сравнению с такими же участками незараженньх корней. Об зтом сви- 
детельствовала более интенсивная сине-розовая окраска на срезах гал- 
лов при проведеним реакции с метиловьм зеленьм и пиранином на РНК 
и ДНК. По-видимому, нуклеиновый обмен играет важную роль в про- 
цессах патологического разрастания растительных тканей под воздей- 
ствием нематод. 


Схема опыта по воздействию инвазионных 
личинок галловой нематоды на корни, ли- 
шенные длительное время надземных орга- 
нов: 
1-- чашка Петри; 2-- твердая (агаризованная) 
питательная среда Смирнова; 3 — пробирка с ага- 
ризованной средой, содержащая вытяжки из 
листьев проростков люцерны; 4 — изолированный 
корень люцерны; 5 — опухоль, возникшая под 
воздействием инвазионных личинок галловой 
нематоды. 


Инвазионные личинки галловой нематоды часто образовывали утол- 
щенуя на корнях люцернь и томатов, только что изолированных от 
проростков этих растений, чего не зарегистрировано в аналогичных опы- 
тах с корнями проростков пшеницы и ржи, устойчивых к мелойдогинозу. 
Причем размер галлов на изолированных корнях люцернь и томатов 
увеличивался в течение 10 дней пассажа примерно вдвое при дополни- 
тельном питании этих корней растительными вытяжками. На основании 
этих данных можно предположить, что только что изолированные от 
проростков корни еще находились под влиянием веществ, транспортиро- 
ванных из семядолей и листьев. Однако для уточнения этого предполо- 
жения необходимы дальнейшие исследования с учетом особенностей ме- 
таболизма у изолированных корней применяемых в экспериментах видов 
растений. 

Таким образом, результаты наших исследований дают основание 
полагать, что рост опухолей на корнях восприимчивых к мелойдогинозу 
растений индуцируется благодаря взаимодействию выделений галловых 
нематод с какими-то пластическими веществами, содержащимися в ра- 
стениях. Однако из-за отсутствия конкретных данных о химическом 
составе растительных экстрактов и секретов нематод пока нельзя сде- 
лать выводов относительно физиолого-биохимических стимулов ано- 
мального роста клеток и тканей при образовании галлов у растений под 
воздействием нематод. Раскрытие химической и физиологической сущ- 
ности взаимоотношений нематод с растениями-хозяевами весьма важно 
в теоретическом и практическом отношении, поскольку оно позволит ре- 
ально подойти к решению вопроса о целенаправленном подавлении па- 
тогенного действия гельминтов на растения посредством ингибирования 
галлообразования и будет способствовать познанию путем эволюции 
нематод к паразитизму, причин их различной патогенности и природы 
устойчивости сельскохозяйственных культур к нематодозам. 


ЛИТЕРАТУРА 


Бумбу И. В. 1968. Физиолого-биохимические исследования взаимоотношений в си- 
стеме паразит — хозяин при некоторых фитогельминтозах. Автореф. Кишинев. 
Бутенко Р. Г. 1968. Культура изолированных клеток растений. В сб.: «Клетка и кле- 
точные структуры». М. 

Зиновьев В. Г. 1972. К изучению причин галлообразования при фитогельминтозах. 
В сб.: «Нематоды растений». Воронеж. 

Мюге а р К трофической характеристике галловой нематоды. Журн. общ. биол.. 
т. , № 5. 


Оп Зшау о| бай Еогтайоп Ѕіїтші 65 


Паламарчук И. А., Веселова Т. Д. 1965. Учебное пособие по ботанической ги- 
стохимии. М. 

Смирнов А. М. 1970. Рост и метаболизм изолированных корней в стерильной куль- 
туре. М. 

меша МУ. В. 1960. Месһапіѕтѕ шуо]уед іп ріапі-петаїоде гејаііопѕһірѕ. Мета- 
{оІову еййей Бу І. М. Заззег апі №. К. Јепкіпѕ. Тһе Юпіуег5іїу ої Могіп Сагоїіла, 
УЗА. 


Омепѕ В. Сб. ЗресВ + Н. М. 1964. Кооі-Кпої һіѕіорепеѕіѕ. Сопігібз Воусе Тһотрѕоп 
Іпзі., у. 22, М 8. 

Омеп5 В. а., Зреспі Н. М. 1966. Віосһетіса! а{егаНоп$ іпдисей іп Поз ііѕѕиеѕ Бу 
гоо{-Кпо{ петаїодез. 1Ый., у. 23, М 5. . 

Хи Р.К. МієіїегсПпіо р. В. 1964. Ріапі ргоміћ зибз{апсез апі рагаѕійс петафодез. 
І. Коо{-Кпоё петаю4ез апа фота. Ехрі. Рагазііо). Мем ХогК. у. 15, М 3. 

Епао К. У., Уеесі .. А. 1969. Тһе һіѕіосһатіса! Іосаїгайоп ої охійогейцсііуе еп2утеѕ 
ої зоубеапз іпіесіеф мії {һе гоо{-Кпоё петаїоде Меїоідорупе іпсорпіќа асгЦа. 
«РһуќораіћоІору», у. 59, М 4. 

Омепѕ Коћегі С., КиБіпѕіеіп озері Н. 1966. Ме{аБойс сһапееѕ 1п4исе4 Бу 
гоо{-Кпо{ петаїодез іп Но5і ііѕѕџеѕ «Сопігіб5 В. Тһотрѕоп Іпзі., у. 23, М 5. 


Поступила 17.ХІ 1972 г. 


ОМ ЅТОРрҮ ОЕ САШ, ЕОБМАТІОМ 5ТІМОШ ІМ РЕАМТ$ 
ОМОЕК МЕМАТОРА ЕЕЕЕСТ 


У. С. 2іпоуіеу 
(Кезеагсй Іпѕііїціе ої ВіоІору, Ше КрагКоу Ѕіаіе Опіуегѕіїу) 
биттагу 


Ѕесгеііопѕ ої Ше Ме/оійодупе іпсорпійа їета|еѕ ѕііпшаіей ртом апа шНиепсед 
{һе писіеіс теаБоЙзт (оп Ше апаїору іо ОСРА апа ТАА) ої ізоіаїсд се$ апі іѕѕиеѕ 
ої зизсерНЫе ріапіз (саггоё, іотаіо) ошу іп сошЬтаНоп мііћһ ехігасіѕ ої іПезе р!апёз 
1еауез. Іпуаѕіоп |агуає іогтей ра!іѕ оп ізоіаїед гооіѕ ої агаа апд іотаїо опіу міїн 
аддійопа! Фгеззіпе ої {ће гооіѕ еЙНег Бу ехігасіѕ ої Іеауеѕ ої 1Незе ріапі ѕргоиіѕ ог Бу 
сотріех вгом'р-5ійтиіайіпр ѕиЬѕіапсеѕ. Тһе пуезНваНопз аге зівпіййсапі Гог ппдегаіапі- 
тр рІапіѕ апотаїоц5 єгом іп тесһапіѕтѕ міїп петаїодобез. 


5 5—689 


